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(57) Abstract: Disclosed is an incident illumination array for a microscope (1) comprising a lens (4). Said incident illumination 
array is provided with a source of illumination (1 1) emitting a polarized illumination beam (9) in the operating state, which propagates 
at an angle to the optical axis (O), and a redirecting device ( 14) which deviates the illumination beam (9) and couples said illumination 
beam (9) into the lens (4) parallel to the optical axis (O). The illumination beam (9) emitted by the source of illumination (1 1) is 
provided with s -polarization and p-polarization directions having a phase difference d=n 60°, n representing an integral number. The 
redirecting device (14) reflects the illumination beam x times or an integral multiple thereof, x equaling (n(n+l) 180°-d)/60 o . 

(57) Zusammenfassung: Bei einer Auflicht-Beleuchtungsanordnung fur ein Mikroskop (1) mit einem Objektiv (4), die aufweist: 
eine Beleuchtungsquelle (11), die im Betrieb ein polarisiertes Beleuchtungsstrahlbiindel (9) abgibt, das unter einem Winkel zur 
optischen Achse (O) propagiert, und eine Umlenkeinrichtung (14), die das Beleuchtungstrahlbundel (9) umlenkt und parallel zur 
optischen Achse (O) in das Objektiv (4) einkoppelt, ist vorgesehen, dass das von der Beleuchtungsquelle (11) abgegebene Beleuch- 
tungsstrahlbiindel (9) s- und p-Polarisationsrichtungen mit einer Phasendifferenz d=n 60° aufweist, wobei n eine ganze Zahl ist, und 
die Umlenkeinrichtung (14) das BeleuchtungsstrahlbUndel x-mal oder ein ganzzahliges Vielfaches davon reflektiert, wobei x=(n(n+l) 
180°-d)/60 o gilt. 
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Auflicht-Beleuchtunasanordnuna fUr ein Mlkroskop 

Die Erfindung bezieht sich auf eine Auflicht-Beleuchtungsanordnung fQr ein Mikroskop mit 
einem eine optische Achse aufweisenden Objektiv, die aufweist: eine Beleuchtungsquelle, die 
5 im Betrieb ein polarisiertes BeleuchtungsstrahlbUndel abgibt, das unter einem Winkel zur 
optischen Achse propagiert, und eine Umlenkeinrichtung, die das BeleuchtungsstrahibOndel 
umlenkt und parallel zur optischen Achse in das Objektiv elnkoppeit. 

Solche Auflicht-Beieuchtungsanordnungen sind insbesondere bei der sogenannten 
10 Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (auch TIRF-Mikroskopie bezeichnet) im Einsatz, wenn 
die Beleuchtungsstrahlung unter definierten Winkelbedingungen auf eine Probe fallen mull. 

Bei der TIRF-Mikroskopie wird eine hone axiaie AuflOsung erreicht, indem 
Beleuchtungsstrahlung so eingestrahlt wird, da& an der Probenoberfiache Totalreflexion auftritt. 

15 Dadurch wird eingestrahlte Leistung nur als evaneszente Welle ins optisch dOnnere 
Probenmedium eingebracht. Dabei werden grenzfiachennahe MolekQIe zur Fluoreszenz 
angeregt. Die Anregungsintensitat failt exponentiell mit dem Abstand von der Grenzfiache ab f 
so daft die Eindringtiefe der Anregung auf eine Grflfcenordnung von maximal 200 nm begrenzt 
werden kOnnen. Da die Eindringtiefe weiter durch den Einfallswinkel des Lichtes auf die 

20 Grenzfiache variiert werden kann, erhait man eine sensible und sehr hoch aufldsende 
Tiefensonde fOr die Erforschung von Geometrie Oder Biodynamik von Zellen, Membranen und 
anderen Grenzfiachen. 

Die TIRF-Mikroskopie, wie sie beispielsweise in der Verttffentlichung Axelrod, D.: "Cell- 
7* substrate contacts illuminated by total internal reflexion fluorescence", J. Cell Biol. 89 (1981) 
141-145, beschrieben 1st, ist somit auf unter einem grolien Winkel auf die Grenzfiache von 
ObjekttrSger und Probe einfallende Strahlung angewiesen. Die gattungsbildende 
Ver(5ffentlichung Axelrod, D., Journal of Biomedical Optics, 6, 2001, schiagt dazu vor, einen 
Laser als Beleuchtungsquelle einzusetzen, dessen Strahlung Ober ein Planglas in das 
30 Mikroskop-Objektiv eingekoppelt wird. Mit Hilfe einer geeignet angeordneten Schiebelinse kann 
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dann der Winkel der Totalreflexion eingestellt werden. Da der dingseitige Brennpunkt der 
Schiebelinse mit dem dingseitigen Brennpunkt des Objektives zusammenfailt, gelangt, wie 
erwOnscht, paralleles Licht zur Totalreflexion. Die Effizienz 1st allerdings durch mangelhafte 
Polarisation der auf die Probe failenden Strahlung verbesserungswOrdig. 

5 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine AufUcht-Beleuchtungsanordnung der eingangs 
genannten Art so weiterzubilden, daft elne hocheffiziente Anregung errelcht wird. 

Diese Aufgabe wird bei einer Auflicht-Beleuchtungsanordnung der eingangs genannten Art 
10 dadurch gelflst, daft das von der Beleuchtungsquelle abgegebene Beleuchtungsstrahlbiindel s- 
und p-Polarisationsrichtungen mit einer Phasendifferenz d=n 60° aufweist, wobei n eine ganze 
Zahl ist, und die Umlenkeinrichtung das BeleuchtungsstrahlbQndel x-mal Oder ein ganzzahliges 
Vielfaches da von reflektiert. wobei x=((n+1) 180°- 6)160° gilt, so dafc linear polarisiertes Licht in 
das Objektiv failt. 

15 

Die erfindungsgema&e Beleuchtungsanordnung koppelt die Eigenschaften der 
Beleuchtungsquelle hinsichtlich der Polarisation des abgegebenen Lichtes und die 
Eigenschaften der Umlenkeinrichtung so, daft im Endeffekt linear polarisiertes Licht Ober das 
Objektiv auf die Probe failt. Gibt die Beleuchtungsquelle, beispielsweise ein Laser, linear 

20 polarisierte Strahlung ab, bei der bekanntermaften die Phasendifferenz zwischen s- und p- 
Polarisationsrichtung Null ist, so sind die Eigenschaften der erfindungsgema&en 
Umlenkeinrichtung so vorgegeben, daft eine dreimalige Reflexion des 
BeleuchtungsstrahlbQndels erfolgt. Da jede Reflexion eine Phasendifferenz von 60° zwischen s- 
und p-PoIarisation zur Folge hat, tritt am Ausgang der Umlenkeinrichtung wieder linear 

25 polarisiertes Licht aus. NatQrlich kann die Umlenkeinrichtung auch ein Vielfaches von drei 
Reflexionen ausftlhren; unter dem Gesichtspunkt mflglichst minimaler Lichtabschwachung ist 
jedoch regelma&ig eine Umlenkeinrichtung mit der gerlngsten mflgtichen Anzahl an Reflexionen 
zu bevorzugen. 

30 Durch die Umlenkeinrichtung kann die Beleuchtungsquelle in beliebigem Abstand zur optischen 
Achse des Mikroskopes angeordnet werden, so da& die mitunter beim Stande der Technik 
anzutreffende bauliche Enge im Bereich der Beleuchtungseinheit nicht auftritt. Insbesondere 
kann die Umlenkeinrichtung eine 90°-UmIenkung bewirken, so daft die Beleuchtungsquelle bei 
vertikal verlaufender Mikroskopachse mit elnem horizontal verlaufenden 

35 BeleuchtungsstrahlbQndel ausgeblldet werden kann. 

Bei der TIRF-Mikroskopie werden optimale Ergebnisse erreicht, wenn der Aperturwinkel, d.h. 
der Winkel, unter dem ein BeleuchtungsstrahlbQndel auf eine Probe failt, im wesentlichen dem 
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Grenzwinkel der Totalreflexion an der Probe entspricht. FOr solche Anwendungen 1st deshalb 
eine Beleuchtungsanordnung anzustreben, mit der der Aperturwinkel verstellt werden kann. 
DafOr ist ein Weiterbildung der Erfindung zu bevorzugen, bei der die Umlenkeinrichtung das 
umgelenkte StrahlenbOndel in einem Abstand zur optischen Achse in das Objektiv einkoppelt 
5 und ein Bauteii mit senkrecht zur optischen Achse verschiebbarer Lage aufweist, wobei der 
Abstand von der Lage des Bauteils abhSngt. 

Bei dieser Weiterbildung hangt der Aperturwinkel vom Abstand von der optischen Achse ab, mit 
dem ein gering divergierendes StrahlenbOndel in das Objektiv eingekoppelt wird. Durch die 
10 verschiebbare Lage des Bauteils der Umlenkeinrichtung kann damit auf einfache Weise der 
Aperturwinkel auf den Grenzwinkel der Totalreflexion gestellt werden. Damit lassen sich die 
Bedingungen so wShlen, daft optimale Einkopplung der Anregungsstrahlung In die zu 
untersuchende Probe auftritt. 

Das Bauteii der Umlenkeinrichtung. dessen Lage veranderbar ist und den Abstand zur 
optischen Achse des Objektives festlegt, kann dabei verschiedenartig ausgestaltet werden. In 
einer zweckmaftigen AusfQhrung ist das Bauteii ein reflektierendes Element, das das 
BeleuchtungsstrahlbQndel parallel zur optischen Achse umlenkt. Als reflektierende Elemente 
sind totalreflektierende Prismen bekannt, die vorteilhafterweise einen besonders hohen 
Reflexionsgrad aufweisen. 

Bei einer Beleuchtungsqueile, die linear polarisiertes Licht abgibt, ist eine Umlenkeinrichtung 
vorgesehen. die drei Reflexionen oder Vielfache davon aufweist. Unter dem Gesichtspunkt 
mflglichst geringer Vertuste ist es deshalb zu bevorzugen, dali die Beleuchtungsqueile ein 
linear polarisiertes Licht abgibt und die Umlenkeinrichtung ein Prisma aufweist, das das 
BeleuchtungsstrahlbOndel mittels dreier Totalreflexionen umlenkt. Mit einem solchen Aufbau 
sind die optischen Verluste in der Umlenkeinrichtung minimiert. Gleichzeitig kann insbesondere 
bei einem hochparatlelen BeleuchtungsstrahlbQndel wegen der dann vernachiassigbar kleinen 
Variationsbreite des Beleuchtungswinkels eine nahezu vollstdndige Totalreflexion und somit 
eine hohe Effizienz der Beleuchtungsanordnung erreicht werden. 

Wie bereits erwShnt, sind fOr Aufbauten, bei denen die Beleuchtungsqueile ein 
BeleuchtungsstrahlbOndel abgibt, das senkrecht zur optischen Achse propagiert, 
Umlenkeinrichtungen vorgesehen, die eine 90°-Umlenkung vorsehen. Ein besonders einfachen 
35 und kompakten Aufbau erhait man dabei, wenn die Umlenkeinrichtung ein Berek-Prisma 
aufweist. Mit einem solchen Berek-Prisma kann die Einstellung des Abstandes zur optischen 
Achse durch einfache Verschiebung des Prismas senkrecht zur optischen Achse erreicht 
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werden. Ein Berek-Prisma, das drei Totalreflexionen aufweist, ist mit einer 
Beleuchtungsstrahlquelle kombiniert, die linear polarisiertes Licht abgibt, z.B. mit einem Laser. 
Ein Berek-Prisma hat dabei zusfltztich den Vorteii, dad die Polarisation auch bei einer gewissen 
Variation des Einfaltswinkels in das Prisma ertialten bleibt. So zeigte sich bei einer Variation 

5 von ±2° keine wesentliche Anderung der Polarisation am Ausgang des Prismas. Die Anordnung 
mit Berek-Prisma ist deshalb besonders unempfindlich gegen Variationen des Winkels, mit dem 
die Beleuchtungsstrahlquelle Strahlung abgibt. Insbesondere hat der Divergenzwinkel des 
BeteuchtungsstrahlbUndels keine Oder vergleichsweise geringe Auswirkungen auf die 
Polarisierung der Beleuchtungsstrahlung an der Probe. Bei Verwendung eines Berek-Prismas 

10 kann also auch starker divergierende Beleuchtungsstrahlung verwendet werden, und der 
Justieraufwand sinkt. 

MOchte man einen solchen Laser, der linear polarisiertes Strahlung abgibt, mit einer 
Umlenkeinrichtung kombinieren, die nicht genau drei Reflexionen ausfQhrt, so mufc man die 

15 Beleuchtungsquelle so fortbilden, daft sie die entsprechende Phasenverschiebung zwischen s- 
und p-Polarisationen erzeugt. FOr solche Anwendungen ist es bevorzugt, daft die 
Beleuchtungsquelle einen linear polarlsierte Strahlung abgebenden Laser und ein optisches 
Element zur Einstellung eines Polarisationswinkeis aufweist. Ein solches optisches Element 
kann beispielsweise eine entsprechende Verzttgerungsplatte sein, d.h. ein doppelbrechendes 

20 Element, das fur s- und p-Polarisationsrichtungen unterschiedliche 
Ausbreitungsgeschwindigkeiten Iflngs der optischen Achse aufweist. Auch ist eine Kombination 
aus Polteilern mit einer geeigneten Verzfigerungsleitung m6glich. 

Die erfindungsgemflfte Beleuchtungsanordnung eignet sich, wie erwdhnt, besonders for die 
25 TIRF-Mikroskopie. Sie kann dort mit besonderem Vorteii eingesetzt werden. Die 
erfindungsgemafte Aufgabe wird deshalb weiter gelGst durch ein TIRF-Mikroskop mit einer 
Auflicht-Beleuchtungsanordnung mit einem eine optische Achse aufweisenden Objektiv, die 
eine Beleuchtungsquelle aufweist, die im Betrieb ein polarisiertes BeleuchtungsstrahlbQndel 
abgibt, das unter einem Winkel zur optischen Achse propagiert, und eine Umlenkeinrichtung, 
30 die das BeleuchtungsstrahlbQndel umlenkt und parallel zur optischen Achse in das Objektiv 
einkoppelt, wobei das von der Beleuchtungsquelle abgegebene BeleuchtungsstrahlbQndel s- 
und p-Polarisationsrichtungen mit einer Phasendifferenz d=n 60° aufweist, wobei n eine ganze 
Zahl ist, und die Umlenkeinrichtung das BeleuchtungsstrahlbOndel x-mal Oder ein ganzzahliges 
Vielfaches davon reflektiert, wobei x=((n+1) 180°- d)/60° gilt, so daft linear polarisiertes Licht in 
35 das Objektiv fdllt. 

Wenn die Beleuchtungsanordnung die Einstellung des Abstandes zur optischen Achse 
ermfiglicht, kann der Aperturwinkel besonders exakt auf den Grenzwinkel der Totalreflexion 



WO 03/087914 PCT/EP03/03451 

-5- 

eingestellt werden. Es 1st deshalb ein Totaireflexionsfluoreszenz-Mikroskop zu bevorzugen, bei 
dem ein Aperturwinkei, unter dem das umgelenkte BeleuchtungsstrahlbQndel auf eine Probe 
failt durch Einstellung des Abstandes wdhlbar 1st. Mit einem solchen Totaireflexionsfluoreszenz- 
Mikroskop kann optimale Anregung von Fluoroforen in einer Probe erreicht werden. 

5 

Die Erfindung wird nachfoigend beispielhalber unter Bezugnahme auf die Zeichnungen noch 
ndher eriautert. Die einzige Figur der Zeichnung zeigt eine schematische Schnittdarsteliung 
durch ein Totalreflexionsfluoreszenz-Mikroskop mit einer Auflicht-Beleuchtungsansordnung. 

10 Das in der Figur mit Bezugszeichen 1 versehene Total refiexionsfluoreszenz-Mikroskop (im 
folgenden TIRF-Mikroskop) weist einen Empfanger 2 auf, der ein Zwischenbild aufnimmt, 
welches von einer Tubuslinse 3 erzeugt wird. Der Tubusiinse 3 ist ein Objektiv 4 vorgeordnet, 
das ein Bild einer Probe 5 aufnimmt. Empfanger 2, Tubuslinse 3 und Objektiv 4 befinden sich 
auf einer optischen Achse O. 

15 

Ober der Probe 5 liegt ein Deckgias 6, und zwischen Deckglas 6 und Objektiv 4 ist eine 
Olimmersion 7 angeordnet. 

Aus einer Beleuchtungsanordnung 8 wird ein Beleuchtungsstrahl 9 in einem Abstand A zur 
20 optischen Achse O in das Objektiv 4 eingekoppelt, so dad er unter einem Aperturwinkei a auf 
die Grenzfiache zwischen Probe 5 und Deckglas 6 failt. 

Das Mikroskop, bei dem es sich beispielsweise urn ein Mikroskop des Bautypes Axioplan der 
Carl Zeiss, Deutschland, handeln kann, eriaubt damit die Einkopplung der Energie aus 
25 evaneszenten Wellen in das optische dQnnere Medium der Probe 5. wodurch grenzfiachennahe 
MolekOle zur Fluoreszenz angeregt werden kflnnen. Durch den scharfen Abfall der Intensitat mit 
dem Abstand von der Grenzfiache wird trotz einer Welleniange zwischen 350 und etwa 700 pm 
eine deutlich darunter liegende Eindringtiefe erreicht, z.B. 50 bis 200 pm; die TiefenauflOsung 
ist also besser, als es die zu verwendende Welleniange eigentlich erwarten liefte. 

30 

Es kann somit mit sehr guter TiefenauflOsung ein fluoreszierendes Objekt 16 der Probe 5 mit 
dem Mikroskop 1 erfafct werden. Da die Eindringtiefe durch den Elnfallswinkel bzw. 
Aperturwinkei a der Strahlung aus dem Beleuchtungsstrahl 9 auf die Grenzfiache variiert, ist die 
Beleuchtungsanordnung 8 so ausgebildet, dafc der Aperturwinkei a verandert werden kann. 

35 

Das an der Probe 5 total reflektierte Licht wird dann Ober einen Spiegel 10 wieder 
ausgekoppelt, so dad die Erfassung des Objektes 16 im Mikroskop 1 nicht durch Falschlicht 
gestOrt wird. 
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Die Amplitude, mit der sich die inhomogene Welle im optische dilnneren Medium der Probe 5 
fortpflanzt bzw. exponentiell abklingt, hSngt vom Polarisationszustand des einfalienden 
Beleuchtungsstrahls 9 ab und hat dann ein Maximum, wenn linear polarisiertes Licht auf die 
5 GrenzflSche zwischen dOnnerem Medium, d.h. Probe 5, und optisch dichterem Medium, d.h. 
Oeckglas 6, fSllt. Die Polarisationsrichtung wird dabei experimentell eingestellt. 

Die Beleuchtungsanordnung 8, die den Beleuchtungsstrahl 9 im gewUnschten Abstand A zur 
optischen Achse O und mit der erforderiichen Polarisationsrichtung bereitstellt, weist einen 
10 Laser 1 1 auf, der linear polarisiertes Licht emittiert. Dieses passiert eine rotierende Mattscheibe 
1 2, die die Kohdrenz des Laserlichts start. 

Das derart inkohdrent gewordene Laseriicht durchlduft dann eine azimutal drehbare 
Halbwelienplatte 13, mittels der der Polarisationsazimut einsteilbar ist, um das vorerwdhnte 
15 Maximum erreichen zu kOnnen. Das von der derart aufgebauten Beleuchtungsquelle 
propagierende, linear polarisierte Beleuchtungsstrahl bundel failt dann in ein Berek-Prisma 14, in 
dem es drei inneren Totalreflexionen unterworfen und dabei insgesamt um 90°, d.h. nunmehr 
parallel zur optischen Achse O umgelenkt wird. 

20 Bei jeder Totalreflexion wird zwischen s- und p-Polarisationsrichtungen eine 
Phasenverschiebung von 60° bewirkt, so daft an der Austrittsfldche des Prismas wiederum 
linear polarisiertes Licht parallel zur optischen Achse O und im Abstand A dazu austritt. 

Das als Immersionsobjektiv ausgebildete Objektiv 4 bewirkt dann, daft der parallele 
25 Beleuchtungsstrahl 9 mit geringer Winkeldifferenz unter einem Aperturwinkel a auf die Probe 
failt. Der Aperturwinkel hangt dabei sowohl von der numerischen Apertur des Objektivs 4 als 
auch von der Brechzahl Olimmersion 7 sowie der Brechzahl des Deckglases 6 und der optisch 
dOnneren Probe 5 ab. 



30 
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Patentansprtlche 

1. Auflicht-Beieuchtungsanordnung fQr ein Mikroskop (1) mit einem eine optische Achse (O) 
5 aufweisenden Objektiv (4), wobei die Beleuchtungsanordnung aufweist: 

- eine Beleuchtungsquelle (11), die im Betrieb ein polarisiertes BeleuchtungsstrahlbQndel (9) 
abgibt, das unter einem Winkel zur optischen Achse (O) propagiert, und 

- eine Umienkeinrichtung (14), die das BeleuchtungsstrahlbQndel (9) umlenkt und parallel zur 
optischen Achse (O) in das Objektiv (4) einkoppelt, 

10 dadurch gekennzeichnet, daft 

- das von der Beleuchtungsquelle (11) abgegebene BeleuchtungsstrahlbQndel (9) s- und p- 
Polarisationsrichtungen mit einer Phasendifferenz d=n 60° aufweist, wobei n eine ganze Zahi 
ist, und 

- die Umienkeinrichtung (14) das BeleuchtungsstrahlbQndel x-mat Oder ein ganzzahliges 
15 Vielfaches davon reflektiert, wobei x=(n(n+1) 180°- d)/60° gilt, so dali linear polarisiertes Licht in 

das Objektiv (4) failt. 

2. Beleuchtungsanordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& die 
20 Umienkeinrichtung (14) das umgelenkte StrahlenbGndel (9) in einem Abstand (A) zur optischen 

Achse in das Objektiv (4) einkoppelt und ein Bauteil (14) mit senkrecht zur optischen Achse (O) 
verschiebbarer Lage aufweist, wobei der Abstand (A) von der Lage des Bauteils (14) abhdngt. 

3. Beleuchtungsanordnung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS durch 
25 Anderung des Abstandes (A) zur optischen Achse (O) ein Aperturwinkel (a), unter dem das 

BeleuchtungsstrahlbQndel (9) auf eine Probe (5) fdllt, einstellbar ist. 

4. Beleuchtungsanordnung nach Anspruch 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
30 Beleuchtungsquelle (11) ein linear polarisiertes Licht abgibt und die Umienkeinrichtung ein 
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Prisma (14) aufweist, das das BeleuchtungsstrahlbQnde! (9) mittels dreier Totalreflexionen 
umlenkt. 



5 5. Beleuchtungsanordnung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet t dad das 
BeleuchtungsstrahlbUndel (9) senkrecht zur optischen Achse (O) zur Umlenkeinrichtung (14) 
propagiert und die Umlenkeinrichtung ein Berek-Prisma (14) aufweist. 

10 6. Beleuchtungsanordnung nach einem der obigen AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, 
dad die Beleuchtungsquelle einen linear polarlsierende Strahlung abgebenden Laser (11) und 
ein optisches Element (13) zur Einstellung eines Polarisationswinkels aufweist. 

15 7. Total reflexionsfiuoreszenzmikroskop mit einer Auflichtbeleuchtungsanordnung nach 
einem der obigen AnsprOche. 

8. Totalreflexionsfiuoreszenzmikroskop nach Anspruch 7 mit einer Beleuchtungsanordnung 
20 nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dad ein Aperturwlnkel (a), unter dem das 
umgelenkte BeleuchtungsstrahlbQndel (9) auf eine Probe (5) failt, durch Einstellung des 
Abstandes (A) wdhlbar ist. 



